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Ce dernier chapitre du travail expérimental est également présenté sous forme d’article qui a été 
accepté pour publication dans Food Microbiology en Mars 2015. Cet article rapporte une application 
directement liée aux connaissances acquises sur le cluster des gènes de la patuline chez P. 
expansum et présentées dans le chapitre 2 de ce manuscrit de thèse. Ces connaissances ont été 
exploitées sous la forme du développement d’un système PCR en temps réel, permettant 
la détection et la quantification in vivo du champignon P. expansum avec une grande spécificité.  
 
4.1.  Résumé de l’étude 
La patuline est une mycotoxine très stable, pour laquelle aucun processus crédible 
d’élimination garantissant un produit non endommagé n’est présent à ce jour. Etant donné sa 
grande stabilité aux différents traitements technologiques que subissent les pommes, la patuline 
peut ensuite être retrouvée dans tous les produits issus de la transformation de cette matière 
première. Pour cela un intérêt particulier est porté aux stratégies de détection précoce des 
champignons producteurs de patuline, en vue de prévenir l’apparition de cette mycotoxine dans la 
chaîne alimentaire. A cet égard, les techniques moléculaires de détection et d’identification des 
mycètes se révèlent particulièrement prometteuses comparées aux méthodes traditionnelles 
basées sur la mise en culture et la reconnaissance de la morphologie spécifique du champignon. Ces 
dernières années, la PCR en temps réel (qPCR) a émergé comme un outil très robuste, garantissant 
la détection et la quantification rapide et spécifique des agents pathogènes fongiques contaminants 
de divers produits alimentaires. Concernant la patuline, le travail pionnier de Rodríguez et al. 
(2011) est resté le seul à décrire la mise au point d’un système de qPCR élaboré sur la base du gène 
idh (patN), impliqué dans la voie de biosynthèse de cette toxine, pour cibler les espèces fongiques 
productrices de patuline.  
L’objectif de cette partie de la thèse est la mise au point d’un système de PCR en temps réel 
pour la détection quantitative et spécifique du champignon représentant le plus grand défi pour la 
filière ‘’pomme’’, P. expansum. La connaissance nouvellement acquise des séquences des gènes du 
cluster de la patuline chez cette espèce a servi grandement dans le développement de cet outil 
prévisionnel, notamment du point de vue choix du gène sachant que l’identification du cluster 
complet met à notre disposition plusieurs gènes candidats potentiels. La logique a été de choisir un 
gène codant pour une enzyme de grande spécificité. L’utilisation du gène patF a été envisageable 
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dans cette perspective compte tenu du fait que ce gène est présent dans un nombre très limité 
d’espèces fongiques, ce qui accroît la spécificité  de ces analyses vis-à-vis de l’espèce d’intérêt.  
Pour répondre à cet objectif, une paire d'amorces spécifiques à P. expansum (patF-F/patF-R) 
a été dessinée à partir de la séquence du gène patF, impliqué dans la biosynthèse de la patuline. La 
spécificité du couple d’amorces vis-à-vis de l’espèce visée a été testée et confirmée en PCR 
conventionnelle avant de l’appliquer en qPCR. Ces amorces ont été par la suite utilisées avec succès 
dans un système de PCR en temps réel pour la quantification directe de ce champignon dans les 
pommes. Cette étude présente, dans un deuxième temps, une corrélation moyenne de R2= 0,701 
entre la quantité d’ADN de P. expansum et le taux de patuline estimé par HPLC sur la base de 28 
échantillons de pommes infectées artificiellement. 
Cette étude est la première à appliquer la PCR en temps réel pour la discrimination et la 
quantification du champignon P. expansum dans les pommes. Comparée aux techniques 
microbiologiques appliquées auparavant, la méthode développée dans la présente étude apporte un 
avantage surtout en termes de spécificité, de sensibilité et de rapidité des analyses. De plus, grâce à 
la corrélation développée entre la quantité d’ADN de P. expansum et les teneurs en patuline, la 
quantification précoce de la contamination des pommes par cette espèce sera un indicateur du 
niveau de contamination en patuline. Cette corrélation empêchera l'utilisation continue de grandes 
quantités de solvants organiques employées lors des dosages par HPLC ou LC-MS de patuline, dont 
l’élimination est relativement coûteuse et pourra s’appliquer tout le long de la chaine alimentaire 
pour garantir la salubrité microbiologique des aliments à risque. 
 
 
4.2. Article: Development of a Real-Time PCR assay for Penicillium expansum quantification 
and patulin estimation in apples (ARTICLE 5) 
 
 
(Voir le manuscrit qui suit) 
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Dans cette dernière partie du manuscrit, nous dressons tout d’abord une synthèse générale des 
résultats présentés précédemment et des améliorations apportées durant cette thèse. Afin d’être 
discutés de manière critique, les résultats de ce travail sont comparés dans un deuxième temps aux 
publications récentes de la littérature scientifique. Ceci permettra d’ouvrir la discussion sur les 
avancées réalisées et la manière avec laquelle il faudrait poursuivre ces travaux de recherche.  
 
 
Résultats pertinents de la thèse et améliorations apportées 
 
La patuline, un métabolite toxique élaboré par plusieurs espèces fongiques dont principalement 
Penicillium expansum, constitue aujourd’hui un des grands sujets d'inquiétude pour les producteurs 
et les transformateurs de pommes. La première étape de la production de patuline, comme pour de 
très nombreuses mycotoxines est celle de la colonisation de l'hôte par le champignon producteur, 
qui survient principalement lors du stockage, en réponse à plusieurs facteurs extrinsèques 
favorables. En effet, l’apparition de toxine n’est que la conséquence du développement du 
champignon à l’intérieur de la pomme. Autrement dit, il n’y a pas de contamination des pommes par 
la patuline sans apparition de lésions brunes. Cette production est également articulée à l’échelle 
moléculaire par un ensemble de gènes regroupés sous forme de cluster. Suite à l'analyse 
bibliographique réalisée dans le cadre de cette thèse, il en ressort plusieurs points qui nécessitent 
des études plus approfondies : 
 
(1) Les connaissances sur les conditions optimales et marginales de croissance et de production de 
patuline par l’espèce P. expansum sont loin d’être complètes. 
 
(2) Les mécanismes moléculaires responsables de la production de patuline par P. expansum n'ont 
jamais été abordés. 
 
(3) Bien que les structures des précurseurs et des produits intermédiaires de la voie de biosynthèse 
de la patuline soient connues, le rôle de la majorité des gènes identifiés reste à éclaircir. 
 
(4) Aucun outil pour la détection et la quantification précoce et spécifique de l’espèce P. expansum 
dans les pommes et les autres denrées alimentaires n’a jusqu'à présent été élaboré. 
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C'est à l'ensemble de ces points que le présent travail tente d'apporter des solutions 
appropriées. L’objectif général de cette thèse de doctorat était de mieux appréhender les 
mécanismes de production de la patuline par P. expansum en vue de développer des stratégies de 
lutte pertinentes contre la contamination par cette mycotoxine, des pommes et par extension de 
tout produit à base de pomme. Ces recherches fondamentales ont débouché d’une part sur l’étude 
des conditions écologiques associées à la synthèse de la patuline par P. expansum et d’autre part sur 
la caractérisation moléculaire et chimique de la voie de biosynthèse de cette mycotoxine chez 
l’espèce problématique. 
En raison du rôle que joue le champignon P. expansum au sein de la filière fruit en général et 
pomme en particulier, la compréhension des facteurs physico-chimiques qui conditionnent sa 
croissance et sa production de patuline est l’enjeu actuel des cultiveurs de pommes mais également 
des industries de transformation de ce fruit. Nous avons à cet égard, développé un modèle 
mathématique permettant de prédire l’effet combiné de plusieurs paramètres abiotiques comme la 
température, l’activité de l’eau et le pH sur la croissance de ce champignon. Les conditions requises 
pour la production de patuline par cette espèce ont également été caractérisées. 
Abordés dans le deuxième et troisième chapitre de cette thèse, ces travaux ont permis dans 
un premier temps d’élucider le cluster de gènes impliqués dans la biosynthèse de la patuline chez P. 
expansum. Un cluster englobant 15 gènes (patA-patO) a été entièrement séquencé, annoté et déposé 
auprès de la base de données Genbank sous le numéro d’accès KF899892. Dans un deuxième temps, 
les connaissances sur la voie de biosynthèse de la patuline ont été complétées par une 
caractérisation fonctionnelle de deux gènes impliqués dans cette voie. L’identité du gène régulateur 
spécifique de cette voie a été dévoilée, ainsi que celle du gène impliqué dans la dernière étape de la 
cascade enzymatique aboutissant à la patuline. 
Dans le dernier chapitre du travail expérimental relevant plus de la recherche appliquée, 
l’effort a été porté sur le développement d’un système de PCR en temps réel visant la détection et la 
quantification moléculaire de P. expansum dans les pommes. Compte tenu du fait que P. expansum 
est le principal responsable de la contamination par la patuline au sein de la filière pomme, nous 
avons essayé de corréler la présence de ce champignon avec les teneurs en patuline dans les mêmes 
échantillons. Nous avons obtenu une corrélation moyenne positive entre la quantité d’ADN de P. 
expansum (ng ADN/mg de pomme) et la teneur en patuline (en µg/Kg). Le système développé nous 
a donc permis d’une part d’avoir une identification et une quantification rapides et spécifiques de P. 
expansum en comparaison aux méthodes classiques de taxonomie qui exigent de solides 
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connaissances en mycologie et d’autre part d’avoir une estimation du niveau de la contamination en 
patuline dans les pommes sans recourir aux méthodes classiques d’analyse qui sont généralement 
laborieuses et coûteuses. 
 
 
Analyse critique et discussion des résultats 
 
La discussion générale de cette thèse s’articule essentiellement autour de deux grands axes; 
le premier concerne l’analyse du cluster de la patuline caractérisé chez P. expansum, où il sera 
discuté des perspectives qu’apporte ce travail surtout en termes d’étude de l’évolution et la 
dynamique des génomes fongiques, ainsi qu’en termes de compréhension des mécanismes de 
régulation éventuels de la voie de biosynthèse de la patuline. Une discussion sur les fonctions 
hypothétiques des gènes du cluster, non-caractérisés jusqu’à présent, sera également menée. Le 
second axe traite des stratégies de lutte actuellement développées pour limiter la contamination 
par la patuline le long de la chaine alimentaire. Une attention particulière sera portée sur les deux 
approches préventives développées au cours de notre étude. Le bénéfice qu’apportent ces deux 
stratégies sera étayé par des exemples d'études réalisées sur d’autres espèces fongiques et d’autres 
classes de mycotoxines. Cette partie sera complétée par un aperçu sur les méthodologies mises en 
œuvre et décrites dans la littérature pour réduire la présence de la patuline. Parmi celles-ci, 
certaines visent à lutter contre le pathogène soit en empêchant sa croissance soit en inhibant sa 
production de toxine, tandis que d’autres sont appliquées en phase post-production pour détoxifier, 
inactiver ou dégrader la patuline produite. 
 
Il est important de signaler que cette partie ne reprend pas la discussion incorporée dans 
les articles mais traite d’autres points qui méritent d’être abordés suite au travail présenté dans ce 
manuscrit. 
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L’ANALYSE DES CLUSTERS DE GÈNES : UN OUTIL PERFORMANT POUR L’ÉTUDE DE 
L’ÉVOLUTION ET LA DYNAMIQUE DES GÉNOMES FONGIQUES 
 
Une des caractéristiques remarquables des champignons filamenteux est leur capacité à 
synthétiser une ample variété de métabolites secondaires complexes, un trait qu'ils partagent avec 
quelques autres groupes d'organismes, particulièrement les plantes supérieures et certains 
procaryotes. Les gènes impliqués dans le métabolisme secondaire fongique se caractérisent par 
leur tendance à être regroupés en cluster (Keller and Hohn 1997). Cette organisation est très 
appréciée par ceux qui étudient l’évolution des espèces fongiques sachant que le cluster entier peut 
être théoriquement obtenu par une seule étape de clonage (Walton 2000). Il a été prouvé que ces 
gènes sont maintenus en cluster tout au long de l’évolution des génomes fongiques grâce à une 
sélection naturelle (Khaldi et al. 2008). Ceci est illustré chez les Aspergillus par le cluster codant 
pour la synthèse des aflatoxines et de la stérigmatocystine qui a été maintenu en dépit de nombreux 
réarrangements internes, depuis au moins 100 millions d’années (Cary and Ehrlich 2006). Le 
transfert génétique horizontal entre les espèces de champignons, aussi connu sous le nom de 
transfert latéral, reste l’explication la plus plausible à ce phénomène. Il s’agit d’un type de 
réarrangement par lequel le matériel génétique d'un organisme est incorporé dans le génome d'un 
autre; les deux n'ayant pas une relation d'ancêtre-descendant par opposition au flux vertical 
d'héritage génétique de parents vers la descendance (Walton 2000). 
L'analyse comparative d’autres clusters de gènes impliqués dans la biosynthèse de 
métabolites  secondaires fongiques a témoigné également de ce transfert horizontal de gènes. A 
titre d’exemple, Khaldi et al. (2008) ont démontré qu'au moins cinq des six gènes du cluster 
englobant le gène codant pour la polycétide synthase (ACE1), impliquée dans la biosynthèse des 
cytochalasines chez A. clavatus, sont issus par transfert horizontal à partir de Magnaporthe grisea. 
Dans la même optique, Slot et Rokas (2011) ont récemment découvert qu'une région d’environ 57 
kb contenant le cluster de gènes impliqués dans la biosynthèse de la stérigamotocystine est censée 
être transférée horizontalement à Podospora anserina à partir d’Aspergillus nidulans. L’étude de 
l’évolution du cluster de gènes impliqués dans la biosynthèse de la fumonisine par Khaldi et Wolfe 
(2011) suggère que ce cluster chez Aspergillus niger est acquis par transfert horizontal à partir 
d’une espèce de la classe des Sordariomycetes qui regroupe entre autres certaines espèces de 
Fusarium productrices de fumonisines. 
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Toutes ces données et d'autres mettant en évidence des évènements de flux horizontaux de gènes 
entre différentes espèces de champignons ont permis  une avancée considérable dans la 
classification phylogénétique de ces derniers. 
En ce qui concerne la patuline, aucune analyse comparative inter-espèces de son cluster de 
gènes, n’a été dressée avant le présent travail. Le cluster entier de la patuline a été décrit pour la 
première fois chez l’espèce productrice A. clavatus, utilisée autrefois par notre équipe comme 
organisme modèle afin d’étudier la voie de biosynthèse de la patuline (Artigot et al. 2009). A l’issue 
de notre travail, la séquence entière du cluster de gènes codant pour la patuline a été déterminée 
chez P. expansum, une autre espèce productrice de patuline, mais qui constitue une réelle menace 
pour l'agriculture et la santé humaine (Tannous et al. 2014).  
L’acquisition de ce cluster chez P. expansum a ouvert la voie à l’analyse plus fine permettant 
l'étude de l’évolution du cluster de la patuline et l’identification des segments de gènes conservés 
entre les espèces productrices et non-productrices de cette mycotoxine Pour appréhender 
l’évolution du cluster de la patuline, l’organisation des gènes chez P. expansum a été comparée dans 
un premier temps à celle de trois autres espèces fongiques (Tannous et al. 2014). Les deux espèces 
A. clavatus et P. expansum partagent le même nombre de gènes, néanmoins elles se distinguent par 
la distribution de ces gènes au sein du cluster. Ce réarrangement n’est pas aléatoirement établi, 
mais s’articule principalement autour de trois îlots de gènes hautement conservés en ordre et en 
orientation (Figure 1). Ces îlots de gènes sont également désignés par le terme « blocs de 
synthénie». L’identification de régions synthéniques est un outil très performant qui permet tout 
d’abord d’apprécier le degré de conservation entre les génomes et d’évaluer ainsi la dynamique qui 
s’exerce à travers les multiples réarrangements tels que les duplications, inversions, transpositions, 
délétions, insertions, implications dans des transferts horizontaux. Le cluster de gènes chez les deux 
espèces productrices A. clavatus et P. expansum témoigne du fait que l'organisation des gènes n'a 
pas d'impact sur la capacité du champignon à synthétiser la patuline. La présence de tous les gènes 
biosynthétiques et la fonctionnalité de ces derniers, reste les critères indispensables à cette 
synthèse. Ceci a également été observé pour le cluster des gènes impliqués dans la synthèse de la 
stérigmatocystine. Bien que l'organisation spatiale des gènes au sein de ce cluster soit différente 
chez A. ochraceoroseus et A. nidulans, les deux espèces sont identifiées comme productrices avérées 
de stérigmatocystine (Cary et al. 2009). En contrepartie, l’organisation générale du cluster des 
gènes de l’aflatoxine chez les deux espèces productrices A. flavus et A. parasiticus est similaire, mais 
l'espacement entre les gènes n’est pas parfaitement conservé (Yu et al. 1995; Yu et al. 2004a). 
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Figure 1 : Stucture du cluster des gènes impliqués dans la voie de biosynthèe de la patuline chez P. 
expansum et analyse comparée de l’organisation des gènes orthologues présents dans d’autres génomes 
fongiques. 
Les flèches indiquent le sens de transcription du gène. Les gènes orthologues entre les clusters sont représentés 
par la même couleur. Les gènes n’appartenant pas au cluster de la patuline sont représentés par des flèches 
hachurées. 
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Des clusters ‘’fossiles’’ non fonctionnels dans la synthèse de la patuline ont également été 
repérés dans les génomes des deux espèces P. chrysogenum (van den Berg et al. 2008) et P. 
digitatum (Marcet-Houben et al. 2012). Ces deux espèces ont perdu certains gènes clés au cours de 
l’évolution des génomes et par conséquent leur capacité à produire la patuline. L’analyse 
comparative du cluster entier chez P. expansum et les clusters partiels chez ces deux espèces a 
révélé l’existence de quelques groupes de gènes quasiment inchangés. Les sept gènes conservés 
chez P. chrysogenum sont organisés et orientés de la même façon que chez P. expansum. Cependant, 
les dix gènes conservés chez P. digitatum sont répartis sur deux scaffolds différents, témoignant 
d’un processus de translocation. Sur le premier scaffold (78), sont rassemblés huit gènes 
orthologues orientés différemment par rapport au cluster de P. expansum, tandis que l’autre 
scaffold (42) porte les deux gènes patH et patK qui délimitent les extrémités du cluster chez P. 
expansum, séparés par trois gènes n’appartenant pas au cluster de la patuline. 
 
Dans cette discussion générale, une comparaison plus exhaustive est menée incluant 
d’autres espèces non-productrices de patuline (Figure 1). Très récemment, le génome entier de 
l’espèce Penicillium roqueforti, utilisée souvent comme ferment dans l’industrie fromagère, a été 
séquencé (Cheeseman et al. 2014). Une vue d’ensemble montre que la structure du cluster de la 
patuline chez cette espèce est largement similaire à celle de P. expansum. Cependant, cette espèce a 
subi deux évènements de délétion. Le premier a provoqué la perte d’une partie du gène patE, 
aboutissant à une perte de fonction de ce gène. Cette délétion a entrainé également la perte du gène 
patF situé en amont du gène patE chez P. expansum. La deuxième délétion a lieu entre les gènes 
patA et patC ayant pour conséquence la disparition complète du gène patB chez P. roqueforti. Ces 
mutations génétiques observées chez P. roqueforti expliquent l'incapacité de cette espèce à 
produire la patuline. Il est important de souligner que les trois espèces phylogénétiquement les 
plus proches de P. roqueforti que sont P. carneum, P. psychrosexualis et P. paneum produisent toutes 
de la patuline, ce qui suggère que ces délétions sont des évènements relativement récents peut-être 
survenus durant la domestication de P. roqueforti (Houbraken et al. 2010). 
 
Quatre gènes orthologues à ceux du cluster de la patuline chez P. expansum ont été repérés 
sur le génome d’A. terreus. Parmi ces gènes, on retrouve le gène patK codant pour l’acide 6-
méthylsalicylique synthase. Chez cette espèce, une autre voie de biosynthèse a besoin de cette 
activité enzymatique, il s’agit de la voie de l'acide térréique. Comme il n'y a qu'un seul gène 6-msas 
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dans le génome d’A. terreus, il avait été suggéré que ce gène était très probablement impliqué dans 
la voie de biosynthèse de l’acide térréique chez cette espèce (Puel et al. 2010). Très récemment 
cette hypothèse a été confirmée (Guo et al. 2014). Au cours de l’évolution, le segment contenant les 
gènes patI et patJ chez A. terreus a pivoté en changeant d’orientation par rapport à sa disposition 
chez P. expansum. Il semblerait aussi qu’une transposition des deux gènes situés de part et d’autre 
de ce segment ait eu lieu. Il s’agit d’un processus de type « couper-coller » dans le chromosome tout 
en conservant le même sens de transcription de ces gènes entre les deux espèces. 
Deux espèces phylogénétiquement éloignées de P. expansum et n’appartenant pas à la 
famille des trichochomacea ont été également incluses dans la présente analyse. Il s’agit des espèces 
Macrophomina phaseolina et Stachybotrys chlorohalonata appartenant respectivement aux classes 
des Dothideomycetes et des Sordariomycetes, chez lesquelles certains gènes orthologues à ceux du 
cluster de la patuline ont été repérés. Ces comparaisons révèlent une perte de synthénie qui est 
justifiée par l’éloignement de ces deux espèces vis-à-vis de P. expansum. 
Pour établir une relation de parenté entre les différentes espèces présentant des 
orthologues aux gènes du cluster de la patuline chez P. expansum, des analyses phylogénétiques ont 
été menées sur la base de trois gènes de ce cluster. Il s’agit des gènes patK, codant pour la 6-msas et 
les deux gènes patH et patI codant des cytochromes P450. Il est à rappeler que les gènes patH et 
patK délimitent les extrémités du cluster de la patuline chez P. expansum. 
Les séquences codantes orthologues ont été alignées en utilisant clustalW (Thompson et al. 1994) 
et l’alignement a été vérifié à l’œil. Les régions nucléotidiques alignées sans ambigüité ont été 
conservées, les gaps dans l’alignement de séquence ont été supprimés. Les analyses ont été 
effectuées par la méthode du maximum de vraisemblance (Maximum likelihood) en utilisant 
l’application Mega6 (Tamura et al. 2013), aboutissant à deux arbres phylogénétiques qui expriment 
les relations évolutives entre les séquences étudiées. Les arbres ont été construits avec 1000 
réplications de bootstrap pour chacun. 
Les arbres construits sur la base des régions variables de ces trois gènes illustrent l’étroite 
association des différentes espèces de Penicillium (P. expansum, P. chrysogenum, P. griseofulvum et 
P. roqueforti) avec les espèces productrices de patuline A. clavatus et Byssochlamys nivea, qui 
constituent ensemble un groupe distinct avec Zopfia rhisophila (Figure 2). Cette dernière espèce 
dont le génome a été très récemment séquencé, présente 9 des 15 gènes du cluster de la patuline. 
Possédant un gène codant pour l’isoepoxydon deshydrogénase, nous pouvons raisonnablement 
penser que cette espèce peut produire de la phyllostine. La topologie des arbres montre que  les 
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B
séquences d’A. terreus et A. niger, les deux autres espèces d’Aspergillus incluses dans cette analyse 
qui possèdent une 6-methylsalicylique synthase sont phylogénétiquement plus éloignées de celle 
de P. expansum en comparaison avec A. clavatus. Ceci est marqué par un positionnement sur des 
branches très divergentes. Cette divergence est particulièrement prononcée pour l’espèce A. niger; 
reflétant ainsi une ancestralité commune avec le cluster de la yanuthone D beaucoup plus éloignée 
qu’avec le cluster de l’acide térréique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Arbres phylogénétiques déduits des séquences partielles des gènes patK (A), patH et patI (B) 
du cluster de la patuline chez P. expansum ainsi que leurs gènes orthologues chez d'autres espèces 
fongiques, sélectionnées dans la banque de référence GenBank. 
L'alignement a été généré par ClustalW, qui a ensuite été utilisé pour construire un arbre phylogénétique à 
l'aide de l'application MEGA, version 6.0. Les producteurs de patuline sont présentés en caractère gras, et les 
non-producteurs en police normale. 
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ANALYSE IN SILICO DES SÉQUENCES PROMOTRICES DES GÈNES DU CLUSTER DE LA 
PATULINE CHEZ PENICILLIUM EXPANSUM 
 
Afin de mieux comprendre la spécificité et l’induction de la transcription des gènes du 
cluster de la patuline chez P. expansum ainsi que leurs éventuelles dérégulations, nous nous 
sommes penchés sur l’analyse in silico de leurs régions promotrices. Cette analyse a permis de 
mettre en évidence des sites de fixation potentiels pour des facteurs de transcription connus, en 
amont des séquences codantes de plusieurs gènes (Tableau 1). 
  
A l’issue de notre analyse, deux sites de fixation pour le facteur de régulation global par le 
pH, PacC (5'-GCCARG-3') (Suárez and Penalva 1996), ont été repérés dans les régions promotrices 
des gènes patA, patJ et patL, de même que dans les régions codantes de plusieurs gènes. Les 
composants du système de régulation par le pH ont été dévoilés pour la première fois chez A. 
nidulans. Ce système implique les six gènes pal agissant en cascade pour activer le facteur de 
régulation à doigt de zinc PacC sous un pH alcalin (Peñalva and Arst 2004). La forme active de PacC 
entre dans le noyau et régule un grand nombre de gènes en se liant à la séquence consensus 
"GCCARG" située au niveau de leurs promoteurs. La forme active PacC est ainsi capable de réprimer 
l’expression de certains gènes dits « acides » et activer les gènes dits «alcalins », y compris le gène 
pacC lui-même (Tilburn et al. 1995). 
 
L’influence du pH sur la régulation des voies du métabolisme secondaire fongique et 
l'intervention du facteur de régulation PacC ont largement été décrits dans la littérature. Une 
induction de la production d’aflatoxine a été observée chez A. parasiticus sous un pH acide. 
Cependant, cette production a été réprimée par un pH alcalin (Keller et al. 1997). Il a été observé, 
chez A. nidulans, qu’un pH alcalin engendre une augmentation de la production de 
stérigmatocystine associée à une augmentation des niveaux de transcription d’aflR, le facteur de 
transcription specifique de cette voie. Ce même résultat a été reproduit chez le mutant d'A. nidulans 
exprimant de manière constitutive la forme active de PacC et ‘’imitant’’ les conditions alcalines de 
culture (Delgado-Virgen and Guzman-de-Peña 2009). Conséquemment, PacC serait un régulateur 
positif de la production de stérigmatocystine chez A. nidulans. Chez F. verticillioides, la production 
de fumonisines et l’expression du gène fum1 sont fortement induites par un pH acide; cependant, 
cette toxine n’est pas produite à pH alcalin. La délétion du gène pac1, l’homologue de pacC chez 
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cette espèce, a conduit à une production de fumonisines et une induction de l’expression du gène 
fum1 sous un pH alcalin. Ce résultat  reflète ainsi l'idée que  le gène pac1 joue un rôle de répresseur 
de la voie de biosynthèse des fumonisines en conditions alcalines (Flaherty et al. 2003). La présence 
d'un site de fixation au facteur de régulation PacC sur le promoteur du gène patL n’est pas 
surprenant, sachant que les travaux menés au cours de cette thèse ont permis de caractériser ce 
gène en tant que facteur de régulation spécifique de la voie de biosynthèse de la patuline tout 
comme l’aflR dans les voies de biosynthèses des aflatoxines et de la  stérigmatocystine. Le plus 
surprenant reste la présence de deux autres sites de fixation de PacC sur les promoteurs du gène 
patA, qui code pour un transporteur putatif d'acétate et du gène patJ de fonction inconnue. 
 
Les données actuellement disponibles quant à l’effet du pH sur la production de patuline 
par P. expansum ne sont pas concluantes. Dans une étude récente, il a été montré que le mutant de 
P. expansum pour le gène pacC, généré par la méthode de l'interférence de l’ARN (RNAi) accumule 
moins de patuline par rapport à la souche sauvage, suggérant ainsi l'implication de PacC comme un 
régulateur positif de la voie de biosynthèse de la patuline (Barad et al. 2014). En contrepartie, il est 
bien connu que l’accumulation de patuline est favorisée à un pH acide et réprimé par un pH alcalin 
(Morales et al. 2008a). Au cours des premiers travaux de cette thèse, une sévère diminution de la 
production de patuline a également été observée en passant d’un pH acide à un pH neutre. Ceci 
réflète une régulation négative par la forme active de pacC qui vient se fixer au niveau des régions 
promotrices et codantes des gènes du cluster de la patuline, réprimant ainsi leur transcription. 
La fonction de régulation assurée par PacC dans la voie de biosynthèse de la patuline a besoin 
d'être clarifiée davantage afin d'obtenir une meilleure compréhension des mécanismes 
moléculaires qui gouvernent la synthèse de la patuline sous différentes conditions de pH. 
 
Outre son rôle dans la régulation des voies de biosynthèses des métabolites secondaires, 
l'implication potentielle de PacC dans le processus de virulence de plusieurs champignons a été 
également décrite. A ce jour, nous disposons de plusieurs exemples qui confortent cette hypothèse. 
Chez Fusarium oxysporum, le PacC agit probablement comme un régulateur négatif de la virulence 
du champignon vis-à-vis des plantes en réprimant, sous conditions acides, la transcription des 
gènes importants pour l’infection comme le pg1 et pg5 codant des endopolygalacturonases 
(Caracuel et al. 2003). Une autre étude de Bignell et al. (2005) suggère l’implication de PacC dans la 
pathogénicité d’A. nidulans. Dans cette étude, les infections causées par des souches mutantes pour 
 DISCUSSION GÉNÉRALE, CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
 
 
  
210 
 
le PacC sont caractérisées par une croissance limitée in vivo accompagnée d’une réduction de 
l'infiltration cellulaire inflammatoire, par contre, l'activation constitutive de PacC s’est traduite par 
une croissance fongique massive et une augmentation de la mortalité. Similairement, les mutants au 
gène pacC d’A. fumigatus ont montré une pathogénicité nettement atténuée chez les souris 
leucopéniques, mettant en valeur le rôle de ce gène comme cible pour une éventuelle thérapie 
antifongique (Bertuzzi et al. 2014). 
Récemment, il a été prouvé que le facteur de régulation PdPacC, l’orthologue de PacC chez P. 
digitatum joue un rôle important dans la pathogénicité de cette espèce via la régulation de 
l'expression des gènes codant les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire tels que le Pdpg2 et 
le Pdpnl (Zhang et al. 2013). 
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Tableau 1 : Sites de liaisons potentiels pour des facteurs de régulation identifiés en amont des gènes 
de la voie de biosynthèse de la patuline chez P. expansum. 
NRFA (5'-GATA-3'), AbaA (5'-CATTCY-3'), StrE (5'-CCCT-3 '), SltA (5'-AGGCA-3'), pacC (5'-GCCARG-3') et BrlA 
(5'-MRAGGGR-3'). Les gènes sens sont en caractères gras, tandis que les gènes anti-sens apparaissent en 
police régulière. 
 
 Sites de liaison potentiels  
 
NRFA AbaA StrE SltA PacC BrlA 
patH 2039-2054 2499-2504 
    2733-2738           
patG 
  
3962-3966 
   
   
4272-4276 
         4304-4308       
patE 5167-5172 5316-5321 5222-5226 5167-5171 
          5324-5328     
patD 9258-9263 
     
 
9433-9438 
     patC 11437-11442 
 
11912-11917 11550-11554 
    11497-11502           
patB 11443-11447 
  
11443-11447 
  
 
11483-11487 
  
11483-11487 
    12025-12030           
patA 16226-16231 
 
15970-15974 15801-15805 15952-15957 
 
 
16255-16260 
 
15994-15998 
     16325-16330           
patM 20920-20925 21138-21143 20928-20933 
     21046-21051           
patN 20900-20905 21295-21300 21231-21235 20904-20908 
    21042-21047 21307-21312         
patO 22498-22503 
       22709-22714           
patL 28909-28914 
 
28787-28791 28713-28717 28921-28926 28608-28614 
 
29396-29401 
  
29694-29698 
  
 
29450-29455 
       29506-25511           
patI 32238-32243           
patJ 33913-33918 
  
33956-33960 34241-34246 
   34249-34254           
patK 33907-33912 
 
34469-34473 
   
 
34353-34358 
 
34476-34480 
    34447-34452       
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La contribution du pH au pouvoir pathogène a également été examinée chez P. expansum 
par Barad et al. (2012). Cette étude suggère que la pathogénicité de P. expansum est modulée par les 
modifications du pH, principalement induites par l'accumulation d’acide gluconique. Cette dernière 
est fortement influencée par le gène gox2, qui est significativement plus exprimé en conditions 
neutres et alcalines (pH 7 à 9) qu’en conditions acides (pH 4). Etant un facteur d’activation des 
enzymes pectolytiques comme la polygalacturonase, l’accumulation de cet acide gluconique est 
indispensable à la dégradation des parois cellulaires des fruits (Yao et al. 1996). Dans une étude 
ultérieure, Barad et al. (2014) témoignent du rôle du gène pacC dans le processus de pathogénicité 
de P. expansum. La mutation de ce gène a été accompagnée d’une réduction de l'accumulation de 
l’acide gluconique et de la patuline suivie d’une réduction significative de la pathogénicité du 
champignon. Cependant, l'accumulation conjointe au niveau du tissu colonisé des deux métabolites 
fongiques l’acide gluconique et la patuline, soulève la question de savoir si ces deux métabolites 
contribuent séparément ou en synergie à la pathogénicité de P. expansum. L’étude de Barad et al. 
(2014) n’apporte pas de réponse concluante à cette question, sachant que le mutant au gène idh, 
qu’ils ont généré a continué à produire de la patuline. Au cours de notre étude, une souche de P. 
expansum déficiente au facteur de régulation spécifique de la voie de biosynthèse de la patuline 
(patL) a été générée. Cette souche a entièrement perdu sa capacité à synthétiser de la patuline. Son 
pouvoir pathogène a ensuite été comparé in vivo avec celui de la souche parentale. Malgré l’absence 
de patuline, la souche mutante Pe∆patL1 était toujours capable de se développer sur les pommes. 
Cependant, un ralentissement significatif de sa croissance a été observé sur certaines variétés de 
pommes. Notre étude conclut que la patuline agit plutôt comme un facteur de virulence favorisant 
la propagation de la pourriture bleue sur les pommes et témoigne également de la différence de 
sensibilité à l’infection fongique entre les variétés de fruits. 
 
A l’exception du gène patG, les régions promotrices de tous les gènes du cluster de la 
patuline chez P. expansum contiennent des sites de fixation (5'-GATA-3') pour le facteur de 
régulation global par l’azote (NRFA) (Haas and Marzluf 1995). La présence des éléments de type 
GATA n’est pas surprenant sachant que le niveau d’azote nutritif dans le milieu de culture a déjà été 
identifié comme un facteur déterminant pour l’activation de la voie de biosynthèse de la patuline 
(Rollins and Gaucher 1994). L'effet de l'ammonium sur les enzymes de cette voie est déjà bien 
documenté. Chez Penicillium griseofulvum, il a été montré qu’une réduction de la concentration en 
ions ammonium extracellulaires de 30 mM à 4 mM était suffisante pour induire la synthèse de la 
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patuline. En revanche, l'ajout de 30 mM de chlorure d'ammonium a engendré une diminution 
spectaculaire et spontanée de l’expression des gènes 6msas (patK) et idh (patN) de la voie de 
biosynthèse de la patuline, chez la même espèce (Fedeshko 1992). En accord avec nos résultats, 
plusieurs sites putatifs de type GATA qui interagissent avec le gène nrfA, ont été repérés dans les 
régions situées en amont de ces deux gènes chez P. griseofulvum (Ellis 1996).  
 
La nature et les concentrations des sources d’azote dans le milieu de culture étaient susceptibles 
d’affecter et contrôler non seulement la croissance et la différenciation des champignons, mais 
aussi la biosynthèse de nombreux métabolites secondaires fongiques (Tudzynski 2014). Un aperçu 
sur d’autres métabolites secondaires dont la biosynthèse est affectée par la disponibilité en azote 
est donné dans le Tableau 2. 
 
 
Tableau 2 : Exemples de métabolites secondaires régulés par l’azote, d’après Tudzynski (2014). 
 
Cette analyse in silico a révélé également la présence des sites potentiels de fixation pour les 
facteurs de régulation liés à la conidiogénèse, AbaA (5'-CATTCY-3') et BrlA (5'-MRAGGGR-3'). Ce 
dernier agit comme un interrupteur en contrôlant le passage de la croissance apicale des hyphes 
vers le développement de mycélium aérien qui se différencie en conidiophores (Adams et al. 1988). 
BrlA régit l'expression du gène abaA, qui lui-même contrôle la différenciation des phialides (Sewall 
et al. 1990). La présence de ces sites de liaison putatifs étaye les résultats obtenus dans une 
Métabolite 
secondaire 
Champignon Régulation par 
l’azote 
Facteurs de régulation 
impliqués  
Références 
Penicilline P. chrysogenum Répression par l’azote NRE se fixe sur la région 
intergénique  se trouvant 
entre le gène pcbAB et le 
gène pcbC   
 
(Haas and 
Marzluf 1995) 
Aflatoxine A. parasiticus 
A. flavus 
Réduction par NO3 
Induction par NH4 
AreA  se fixe sur la région 
promotrice d’aflR 
(Chang et al. 
2000), (Ehrlich 
and Cotty 2002) 
     
Fumonisine F. verticillioides Répression par l’azote AreA-dépendant (Kim and 
Woloshuk 2008) 
 
Trichothécène 
(DON) 
 
F. graminearum Répression par l’azote AreA-dépendant (Min et al. 2012) 
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ancienne étude de Sekiguchi et Gaucher (1977). Dans cette étude, les mutants défectueux pour la 
production de conidiophores ont synthétisé nettement moins de patuline en comparaison avec la 
souche parentale. A ce jour, l’action directe de BrlA sur les voies de biosynthèse n’est pas mise en 
évidence, néanmoins sa suppression chez Aspergillus fumigatus a affecté la production de 
fumigaclavine C (Coyle et al. 2007), de trypacidine (Gauthier et al. 2012) et de fumiquinazoline C 
(Lim et al. 2014). Une étude récente a révélé que le niveau d’expression de 7 clusters de gènes liés 
au métabolisme secondaire dont celui impliqué dans la synthèse de la roquefortine C, a été 
drastiquement régulé par BrlA chez Penicillium oxalicum (Qin et al. 2013). Il a été également 
démontré que BrlA est impliqué dans l’activation du promoteur du gène pksA chez les espèces 
aflatoxinogènes d'Aspergillus (Ehrlich et al. 2002). En revanche, la production de stérigmatocystine 
s’est trouvée inaffectée chez le mutant ∆BrlA d’A. nidulans, indiquant que la sporulation et la 
synthèse de stérigmatocystine sont co-régulées en amont de BrlA (Guzmán-de-Peña et al. 1998). 
 
Nombreux sites de fixation putatifs au facteur de transcription à  doigt de zinc de type C2H2, 
SltA (5'-AGGCA-3'), impliqué dans l'homéostasie des cations ont été repérés sur les séquences 
promotrices de sept gènes du cluster de la patuline chez P. expansum. Récemment, Shantappa et al. 
(2013) ont apporté la preuve que SltA régule positivement la biosynthèse de la stérigmatocystine 
chez A. nidulans en agissant sur l’AFLR, régulateur spécifique de cette voie. En ce qui concerne la 
patuline, rien n’a été publié à ce sujet. 
 
Pour en finir, plusieurs motifs StrE (éléments de réponse associés au stress) ont été 
retrouvés au niveau des séquences intergéniques du cluster de la patuline chez P. expansum, bien 
qu'il n'y ait pas de preuve claire de l’implication du stress oxydatif dans la production de cette 
dernière. Néanmoins, l’association entre le stress oxydatif et la production d’autres classes de 
mycotoxines a été bien établie. Jayashree et Subramanyam (2000) ont été les premiers à signaler 
que le stress oxydatif induit la biosynthèse de l'aflatoxine chez A. parasiticus. Des années plus tard, 
Kim et al. (2006) ont montré que le traitement d’A. flavus avec l'hydroperoxyde de tert-butyle, 
engendre des augmentations significatives de la production des aflatoxines par cette espèce. Un 
traitement similaire s’est traduit par le même résultat chez A. parasiticus (Reverberi et al. 2006). 
Lorsque le peroxyde d’hydrogène a été quotidiennement ajouté à une culture liquide de Fusarium 
graminearum, l’accumulation de trichothécènes (DON) par cette espèce a été rapidement et 
significativement augmentée (Ponts et al. 2006). Très récemment, une extinction de la voie de 
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biosynthèse de l’ochratoxine A, associée à une induction de celle de la citrine a été observée chez P. 
verrucosum en la présence de concentrations élevées en cations Cu2+ , qui imposent au champignon 
un stress oxydatif (Schmidt-Heydt et al. 2015). En contrepartie, le traitement avec des agents 
antioxydants a eu comme conséquence une inhibition de la biosynthèse de certaines mycotoxines. 
Les tanins hydrolysables extraits des noix, dont principalement l’acide gallique, ont 
considérablement inhibé la biosynthèse de l'aflatoxine chez A. flavus (Mahoney and Molyneux 
2004). Le traitement du même champignon par l’acide caféique s’est traduit par une réduction 
significative de l’expression de nombreux gènes du cluster de l’aflatoxine (Campbell et al. 2008). 
L'effet protecteur des antioxydants a été également décrit contre la production d’autres 
mycotoxines comme l’ochratoxine A (Palumbo et al. 2007) et les trichothécènes (Boutigny et al. 
2009; Bollina and Kushalappa 2011).  
 
L’inhibition de la production de patuline par un traitement à base d'antioxydants  a déjà été 
mise en évidence. L'ajout au milieu de culture de molécules ayant une activité antioxydante telles 
que la quercétine et l’umbelliferone, a réduit de manière significative l’accumulation de patuline 
avec un effet mineur sur la croissance radiale de P. expansum (Sanzani et al. 2009b). Ces résultats 
sont en accord avec ceux de Mossini et al. (2004) ayant rapporté une forte inhibition de la 
production de patuline par traitement aux feuilles de neem riches en antioxydants, notamment en 
quercétine. Les mécanismes moléculaires responsables de cette inhibition ont été clarifiés au cours 
de l’étude de Sanzani et al. (2009b). En fait, la transcription de cinq gènes potentiellement 
impliqués dans la biosynthèse de la patuline a été réprimée sous l’action des agents antioxydants. 
Parmi ceux dont l’expression a été affectée, on distingue les gènes patK, patN et patM. La répression 
de ces trois gènes peut être expliquée par la présence de sites de fixation au facteur de régulation 
par le stress oxydatif au niveau de leurs régions promotrices (Tableau 1). Les deux autres gènes 
(p450-1 et p450-2) codant pour des monooxygénases initialement suspectées d’intervenir dans la 
synthèse de la patuline (White et al. 2006) sont également affectés au niveau transcriptionnel par le 
traitement antioxydant. Or ces deux gènes ne présentent qu’une très faible homologie avec patH et 
patI  présents sur le cluster de la patuline. Il est maintenant admis que les gènes p450-1 et p450-2 
ne sont pas impliqués dans la synthèse de la patuline mais dans la synthèse de la geosmine 
(Siddique 2012). Par contre, il est intéressant de noter que les régions promotrices de patH et patI 
sont dépourvues de motifs STRE. Ce résultat n’est pas surprenant sachant que les antioxydants 
naturels sont déjà connus pour inhiber l'activité de diverses enzymes à activité pro-oxydante 
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comme les cyclooxygénases, les lipoxygénases (Hodnick et al. 1988) et certaines P450 
monooxygénases (Kim et al. 2008). 
 
LES FONCTIONS HYPOTHÉTIQUES DES GÈNES IMPLIQUÉS DANS LA VOIE DE 
BIOSYNTHÈSE DE LA PATULINE 
 
La découverte du cluster des gènes responsables de la synthèse de la patuline chez P. 
expansum constitue la première étape d'une démarche globale d’élucidation des mécanismes de 
biosynthèse de cette mycotoxine et leurs régulations. Ce travail a par la suite été complété par une 
caractérisation et analyse fonctionnelle de deux gènes de ce cluster.  
La caractérisation du gène patL, codant pour le facteur de régulation spécifique de la voie de 
biosynthèse de la patuline apporte une preuve supplémentaire que le cluster séquencé est celui 
impliqué réellement dans la biosynthèse de la patuline chez P. expansum. En effet, le fait que 
l’inactivation de ce gène ait été accompagnée d’une absence de production de patuline par la souche 
mutante et d’une extinction totale de l’expression des gènes appartenant au même cluster le 
confirme.  
Dans le cadre de cette thèse, nous avons également élucidé la dernière étape de la voie de 
biosynthèse de la patuline. Cette étape est assurée par une Glucose Méthanol Choline (GMC) 
oxydoréductase qui catalyse l’oxydation de l’ascladiol en patuline. Cette enzyme est codée par patE, 
le quatrième gène du cluster de la patuline chez P. expansum. Ces travaux complètent des études 
bien antérieures menées durant les années 1980 qui avaient identifié l’ascladiol comme précurseur 
direct de la patuline chez P. griseofulvum (Sekiguchi et al. 1983). Les hypothèses sur les rôles 
potentiels de ces deux gènes ont été construites autour d’une recherche de similarités et de 
domaines protéiques conservés dans les bases de données GenBank. La validation de ces 
hypothèses s’est faite par inactivation complète de la fonction des gènes grâce à la mutagenèse 
ciblée.  
Des recherches identiques ont été conduites pour les autres gènes du cluster n’ayant pas été 
caractérisés jusqu’à présent.  L'analyse bioinformatique de la séquence protéique codée par le gène 
patA révèle la présence d’un domaine conservé appartenant à la famille des protéines 
membranaires appelée GPR1/FUN34/YaaH (pfam01184). Les membres de cette famille 
contiennent généralement cinq à six domaines transmembranaires potentiels, d’où leur localisation 
habituelle au niveau d’une membrane. Ces domaines conservés ont été retrouvés sur la séquence 
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protéique codée par le gène ady2 chez Saccharomyces cerevisiae. Ce gène a été identifié comme un 
composant essentiel dans le transport de l'acétate, sachant que sa perturbation aboli le transport 
actif de l'acétate chez cette espèce (Paiva et al. 2004). Le premier transporteur d’acétate identifié 
chez les champignons filamenteux était la protéine ApaC (Acétate Perméase A) chez A. nidulans 
(Robellet et al. 2008). Dans cette étude, la croissance d'un mutant déficient au gène apaC s’est 
trouvée largement affectée lorsque l’acétate est utilisé à faible concentration comme seule source 
de carbone. L’utilisation des transporteurs d’acétate dans les voies de biosynthèses des métabolites 
secondaires fongiques n’a jamais été décrite. Cependant, compte tenu que la voie métabolique de la 
patuline débute par l’incorporation d’une molécule d’acétyl-CoA, nous pouvons imaginer que le 
gène patA du cluster de la patuline code pour un transporteur potentiel d’acétate qui assurera 
éventuellement l’entrée de l’acétate dans la cellule ou dans une organelle de celle-ci, pour 
déclencher la voie de biosynthèse.  
 
Des domaines conservés caractérisant les transporteurs de la famille MFS (Major Facilitator 
Superfamily) (pfam07690) et les transporteurs à ATP binding cassette (ABC) (pfam06422, 
pfam01061, cd03232 et cd03233) ont été respectivement retrouvés dans les séquences protéiques 
codées par les gènes patC et patM du cluster de la patuline chez P. expansum. Ces deux 
superfamilles de transporteurs présentent une spécificité remarquablement large vis-à-vis de leurs 
substrats et sont aptes à transporter une grande variété de produits toxiques endogènes 
(Stergiopoulos et al. 2002). Outre leur rôle de transport et de sécrétion des métabolites fongiques, 
De Waard (1997) avait postulé que ces transporteurs jouent un rôle important dans la protection 
contre les composés exogènes sécrétés par les végétaux. De ce fait, il pourrait être affirmé que ces 
deux types de transporteurs contribuent au processus de virulence chez le champignon. Pour les 
transporteurs MFS, plusieurs exemples sont présents dans la littérature. Le premier transporteur 
MFS impliqué dans la sécrétion des toxines fongiques a été rapporté par Pitkin et al. (1996). Il s’agit 
du gène toxA codant un MFS transporteur responsable de la sécrétion du tétrapeptide cyclique HC-
toxine chez Cochliobolus carbonum. Dans le cluster des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse 
des trichothécènes chez Fusarium sporotrichioides, le gène tri12 code pour un transporteur de type 
MFS. Des mutants de S. cerevisiae transformés avec le gène tri12 ont montré une diminution de 
sensibilité aux trichothécènes. Dans cette même étude, la perturbation de ce gène chez Fusarium 
sporotrichioides était responsable de la réduction de la sécrétion de trichothécènes chez la souche 
mutante ∆tri12. Sur la base de ces résultats, il en a été déduit que le gène tri12 est potentiellement 
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impliqué dans le transport des trichothècenes ainsi que dans l’autoprotection de F. sporotrichioides 
contre sa propre production de ces mycotoxines (Alexander et al. 1999). 
Les données disponibles quant au rôle des transporteurs fongiques de type ABC dans la 
sécrétion des métabolites secondaires fongiques sont beaucoup plus limitées. Le papier d’Andrade 
et al. (2000) décrit la caractérisation des deux gènes atrC et atrD, codant deux transporteurs de 
type ABC chez A. nidulans. Dans cette étude,  une diminution de production de penicilline chez les 
mutant ∆atrD a été observée, suggérant ainsi l’implication de ce transporteur ABC dans la sécrétion 
de la penicilline hors des cellules fongiques. Un autre exemple de transporteurs de type ABC est 
celui codé par le gène sirA, localisé dans le cluster des gènes de la voie de biosynthèse de la 
sirodesmine chez le phytopathogène Leptosphaeria maculans (Gardiner et al. 2005). La disruption 
de ce gène a entrainé une augmentation de la sécrétion de sirodesmine dans le milieu, ainsi qu’un 
accroissement de la sensibilité du mutant vis-à-vis de cette phytotoxine. Sur la base de ces résultats, 
il en a été déduit que le gène sirA contribue à l'auto-protection de L. maculans contre la sirodesmine 
et qu’un transporteur autre que SirA est principalement responsable de l’efflux de sirodesmine. Une 
étude très récente de Kosawang et al. (2014) rapporte l’implication de transporteurs de type ABC 
chez le champignon Clonostachys rosea dans le transport de la zéaralénone et ses produits de 
dégradation hors des cellules fongiques, afin d’empêcher leurs endommagements par la 
mycotoxine.  
Actuellement, aucune étude ne décrit les rôles qu’assurent les transporteurs de type MFS et 
ABC dans la voie de biosynthèse de la patuline. En se basant sur les informations évoquées 
précédemment, les deux transporteurs codés par les gènes patC et patM sont soupçonnés être 
responsables de l’excrétion de la patuline hors des cellules fongiques afin d’empêcher le dommage 
que pourra causer ce facteur de virulence chez son propre champignon producteur. 
 
Quant aux cinq gènes restants de ce cluster, des analyses BLASTp ont permis de mettre en 
évidence des similarités et des homologies avec des protéines assurant des fonctions bien 
déterminées. L’observation des structures chimiques des différents précurseurs de la patuline nous 
a permis de suggérer l’implication potentielle de ces gènes dans l’une ou l’autre des étapes de la 
voie de biosynthèse. Dans une étude bien antérieure de Fedeshko (1992), la néopatuline synthase 
responsable de la conversion de la phyllostine en néopatuline a été purifiée et un séquençage 
protéique a été effectué sur la partie N-terminale de la protéine. L’alignement de la séquence 
partielle de cette enzyme avec les séquences protéiques codées par les gènes du cluster de la 
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patuline révèle une forte homologie avec la partie N-terminale de la protéine codée par le gène 
patF. Par conséquent, ce gène est suspecté d’être responsable de la huitième étape de la voie de 
biosynthèse de la patuline au cours de laquelle la néopatuline dotée d’une fonction lactone et 
hémiacétal est produite. L’étape qui suit celle de la synthèse de la néopatuline n’est pas non plus 
caractérisée. Au cours de cette étape, la fonction hémiactétal de la néopatuline est réduite en alcool 
primaire en générant du NAD+. Cette réaction est éventuellement soumise à l’action d’une alcool-
déshydrogénase (Ying and Ma 2011). Parmi les autres gènes non-caractérisés du cluster de la 
patuline, l’analyse de la séquence protéique du gène patD, met en évidence la présence de domaines 
conservés  de la famille des alcools déshydrogénases (COG1064). Par analogie, l’implication du gène 
patD dans la transformation de la néopatuline en ascladiol parait la plus logique. 
 
En se basant sur l’analyse Blast et la recherche de domaines protéiques conservés, le gène 
patO code potentiellement pour une isoamylalcool oxydase. Ce gène a été identifié dans une étude 
antérieure de Dombrink-Kurtzman (2008) chez P. griseofulvum, cependant sa fonction précise dans 
la voie de biosynthèse de la patuline est demeurée obscure. Cette famille d’enzymes (pfam01565) 
utilise souvent la flavine adénine dinucléotide (FAD) comme cofacteur et catalyse l’oxydation d’un 
alcool primaire en son aldéhyde correspondant (Chung et al. 2009). Une vue d’ensemble de la voie 
de biosynthèse de la patuline reflète l’action d’une alcool-oxydase sur le gentisylalcool pour le 
transformer en gentisaldéhyde. L’implication du gène patO à ce niveau reste l’hypothèse la plus 
plausible. 
 
Des recherches identiques menées auprès du gène patJ, affirment que ce dernier code pour 
une dioxygénase (Artigot et al. 2009). Dans la voie de biosynthèse de la patuline, le passage du 
gentisaldéhyde à l’isoépoxydon met en évidence l'intervention d'une oxygénase qui réagit 
directement sur la fonction alcène présente dans le gentisaldéhyde pour former le groupement 
époxyde de l’isoépoxydon. Par conséquent la fonction assurée par le gène patJ dans la voie de 
biosynthèse de la patuline serait éventuellement l’époxydation du gentisaldéhyde. Une réaction 
identique pourrait également avoir lieu entre le gentisyl alcool et l’isoépoxydon. Cette dernière 
serait également catalysée par l’enzyme codée par le gène patJ. Une grande controverse subsiste 
encore quant à l’implication directe du gentisyl alcool ou du gentylsaldéhyde dans la voie de 
biosynthèse de la patuline. Bien que dans l’étude de Forrester et Gaucher (1972a), le gentisyl alcool 
ne figurait pas parmi les co-métabolites aptes à se transformer en patuline, un extrait brut qui 
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catalyse l'époxydation du gentisyl alcool en phyllostine a été isolé par Priest et Light (1989). 
L’élucidation du rôle de PATJ permettrait de mettre fin à cette controverse en confirmant 
l’implication éventuelle du gentisaldéhyde. 
Finalement, la recherche de domaines protéiques conservés sur la séquence du gène patB, 
affirme que ce dernier code pour une enzyme de la superfamille des Estérases-lipases (carboxyl-
estérases). Aucune hypothèse n’a pu être retenue quant à l’intervention de cette enzyme dans la 
voie de biosynthèse de la patuline. Par conséquent la fonction métabolique de la protéine PATB ne 
pourra être élucidée que par une disruption du gène codant et l’analyse de l’impact de la mutation 
sur la voie de biosynthèse. 
Toutes ces fonctions énoncées précédemment restent des fonctions hypothétiques. 
Aujourd’hui, sans étude aussi développée que celle menée pour les gènes patE et patL, la fonction 
de ces gènes et leur contribution dans l’une ou l’autre des étapes de la voie de biosynthèse de la 
patuline ne peut être élucidées. 
 
 
LES STRATÉGIES DE CONTRÔLE DE LA CONTAMINATION PAR LA PATULINE DANS 
L’ALIMENTATION  
 
La patuline est un contaminant chimique présentant un large spectre d’activité. Les preuves 
sur sa génotoxicité (Schumacher et al. 2005; Glaser and Stopper 2012), sa cytotoxicité (Burghardt 
et al. 1992; Mahfoud et al. 2002; Donmez-Altuntas et al. 2013) ainsi que sur ses autres effets 
toxiques découlent des résultats de nombreuses études in vivo et in vitro. Compte tenu  des données 
sur sa toxicité dont on dispose et la probabilité d’une exposition humaine significative, plusieurs 
stratégies de lutte contre l’occurrence de la patuline dans les aliments ont été développées. Parmi 
les stratégies conçues dans cette objectif, certaines sont appliquées en amont de la production de 
patuline comme moyens de lutte contre le développement du pathogène lors de la récolte et 
pendant le stockage des fruits, tandis que d’autres permettront d’apporter des actions correctives 
en post-production.  
Les ruptures de l’épicarpe et les autres dommages physiques que subissent les fruits 
constituent la principale porte d’entrée à P. expansum et aux autres espèces productrices de 
patuline. Par conséquent, la qualité des fruits qui dépend essentiellement de la méthode de récolte 
est la première requête pour contrôler les niveaux de patuline. Dans une étude de Jackson et al. 
(2003), la patuline était indétectable dans le cidre issu de sept variétés de pommes cidricoles 
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récoltées de l’arbre, tandis que cette mycotoxine a été détectée à des concentrations s’échelonnant 
entre 40,2 et 374 µg/L dans le cidre issu de quatre variétés de pommes ramassées au sol. 
D’autres traitements post-récolte dont le lavage et le tri des fruits se sont avérés efficaces 
pour lutter contre la contamination fongique et la production de patuline. Le lavage des fruits au jet 
d'eau sous haute pression, éliminant les parties pourries de ces fruits, a significativement réduit les 
teneurs en patuline retrouvées dans les jus de pomme (Acar et al. 1998).  
La lutte chimique contre les champignons producteurs de patuline susceptibles de 
contaminer les fruits existe depuis des millénaires. De nos jours, l’usage de fongicides comme le 
benzimidazole a contribué à des résultats satisfaisants en termes de réduction de la pourriture des 
pommes pendant l’entreposage et par conséquence en termes de réduction de la production de 
patuline. Cependant, leur utilisation massive non- recommandée, a conduit à l’apparition de 
souches de P. expansum résistantes (Rosenberger et al. 1991). L’usage d’agents antifongiques 
d'origine entièrement naturelle a apporté des résultats satisfaisants en termes de lutte contre les 
producteurs de patuline. Il a été démontré très récemment que la propolis, une résine végétale 
fabriquée par les abeilles, peut être appliquée comme un agent antifongique pour inhiber la 
croissance de P. expansum et prévenir la production de patuline (Silici and Karaman 2014). 
Ces méthodes décrites précédemment pour prévenir la pourriture des pommes entreposées 
exigent un travail intensif et sont souvent sujettes à l'échec. En effet, il suffit d’avoir une seule 
pomme contaminée par P. expansum dans un lot de 1000 pommes pour retrouver des teneurs en 
patuline qui dépassent le seuil autorisé pour ce lot (Salomão et al. 2008). Par conséquence, la 
recherche a été dirigée vers le développement de procédés pour détoxifier ou réduire les teneurs 
en patuline après sa production. Ces derniers sont répartis en trois catégories principales ; on 
distingue les procédés physiques, chimiques et biologiques. 
 
L'adsorption sur du charbon actif suivi d’une filtration est le traitement physique le plus 
anciennement connu et appliqué pour la détoxification de la patuline. L’ajout de 5 mg/mL de 
charbon actif a pu réduire la patuline en dessous des niveaux détectables dans le cidre 
naturellement contaminé (Sands et al. 1976). Bien qu’il soit très efficace comme traitement, son 
utilisation est limitée par ses effets négatifs sur les propriétés organoleptiques et physico-
chimiques du jus (la couleur, la teneur en acide fumarique, le pH et le brix) (Kadakal and Nas 2002). 
En outre, il reste un procédé onéreux qui peut avoir un fort impact sur l’environnement.  
 
 DISCUSSION GÉNÉRALE, CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
 
 
  
222 
 
Depuis peu, des études sur l’utilisation des rayonnements UV germicides ont été conduites 
(Dong et al. 2010; Assatarakul et al. 2012; Tikekar et al. 2013). Dans ces études, le traitement UV a 
montré une certaine efficacité dans la réduction des niveaux de patuline dans le jus de pomme 
clarifié, cependant il est impraticable dans le cas du cidre non filtré en raison des niveaux élevés de 
particules en suspension qui absorbent ou bloquent le rayonnement avant d’atteindre les molécules 
de patuline. Contrairement au premier traitement au charbon actif, ce moyen de décontamination 
est efficace sans changement notable des propriétés chimiques et organoleptiques du produit. 
Les méthodes chimiques de décontamination  se sont également avérées efficaces et plus 
adaptées pour la détoxication de la patuline au niveau industriel. Deux des moyens les plus 
vigoureux à cet égard sont l’ammoniation et l’oxydation par le permanganate de potassium.  Ces 
deux traitements se sont montrés très bénéfiques en réduisant des niveaux de patuline jusqu'à 
99,99 % (Frémy et al. 1995). Néanmoins, l’application du permenganate de potassium en milieu 
acide a généré des résidus mutagènes et par conséquent l’oxydation en milieu alcalin a été 
recommandée comme voie de détoxication. 
 Le traitement avec divers composés sulfurés a été un autre axe de recherches intensives. 
Bien qu’affichant des résultats différents concernant le degré d’efficacité de ce traitement, la 
plupart de ces études concluent que la patuline est instable en présence du dioxyde de soufre. En 
effet, une première étude de Ough et Corison (1980) a signalé une réduction des teneurs en 
patuline de moitié, immédiatement après l’application de 100 ppm de dioxyde de soufre. 
Cependant, dans une autre étude, 200 ppm de dioxyde de soufre, le maximum autorisé dans 
l'industrie alimentaire, n'a engendré qu'une légère diminution de 12 % du niveau de patuline en 24 
heures (Burroughs 1977).  
Yazici et Velioglu (2002) ont montré que des réductions importantes des teneurs en 
patuline dans le jus de pomme pouvaient être achevées par traitement avec la vitamine B, le 
chlorhydrate de pyridoxine et le Calcium D-Pantothenate. 
Enfin, un autre procédé de détoxification chimique faisant appel à l'utilisation de l'ozone a 
été examiné. Dans l'étude de McKenzie et al. (1997), le traitement d'une solution de patuline à 32 
µM avec 10 % d'ozone pendant 15 secondes a entrainé une réduction des teneurs en patuline à un 
niveau indétectable. 
 
Malgré les résultats satisfaisants apportés par ces traitements, la tendance mondiale est 
actuellement de réduire le recours aux produits chimiques, en développant des méthodes 
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alternatives. Le bio-contrôle, faisant appel à des microorganismes comme la levure Saccharomyces 
cerevisiae (Moss and Long 2002) et la bactérie à gram négatif Gluconobacter oxydans (Ricelli et al. 
2007) est une de ces méthodes alternatives. Ces méthodes génèrent des produits de dégradation 
qui sont supposés être moins toxiques que la mycotoxine elle-même. Quoique les méthodes 
biologiques soient efficaces pour détoxifier la patuline, leur utilisation est limitée aux produits qui 
peuvent être fermentés. Outre les microorganismes connus pour dégrader la patuline, d’autres ont 
été décrits pour leur capacité à adsorber cette mycotoxine grâce à leur paroi cellulaire sans pouvoir 
la dégrader (Hatab et al. 2012). Une étude très récente de Zhu et al. (2015) rapporte que 
l’utilisation de la levure Rhodosporidium paludigenum inhibe et réduit la contamination des 
pommes et des poires par la patuline. Il a été démontré que cette espèce exerce deux mécanismes 
d’action, à savoir, l'adsorption physique et la dégradation biologique. 
 
Bien que l’identité des produits de biodégradation de la patuline soit connue depuis des 
années, les données relatives à leur toxicité sont très limitées voire absentes (Suzuki et al. 1971), en 
comparaison avec celles disponibles sur la toxicité de la molécule parentale. Dans notre étude, le 
potentiel cytotoxique de l’ascladiol, qui est le principal produit de dégradation de la patuline sous 
conditions anaérobiques, a été évalué in vitro sur une lignée cellulaire intestinale. Ces analyses 
prouvent clairement que l’ascladiol ne présente pas de risque réel, sachant qu’aucun signe de 
cytotoxicité n’a été observé à des concentrations allant jusqu’à 100 µM. La patuline, testée à la 
même gamme de concentrations, a engendré une baisse significative, dose dépendante de la 
prolifération cellulaire. De telles données sur l’innocuité de l’ascladiol sur des cultures cellulaires 
ont été rapportées pour la première fois. Il sera intéressant de compléter ces analyses en procédant 
à l'évaluation complète de l’innocuité de ce métabolite par des expérimentations ex-vivo sur des 
tissus isolés d’organe entier.  
 
Dans cette thèse, l’accent est particulièrement mis sur deux approches préventives mises en 
place pour réduire les risques de contamination des pommes par P. expansum et contrôler par 
conséquent l’occurrence de la patuline dans la chaine alimentaire. Ces méthodes prédictives ont fait 
la preuve de leur efficacité en tant qu'outils de lutte contre diverses contaminations d’origine 
fongique. La première approche consiste en l’élaboration d’un modèle mathématique prédictif, 
simulant la croissance de l’espèce P. expansum dans un contexte environnemental donné. Ce modèle 
tient compte de trois facteurs abiotiques qui affectent principalement le taux de croissance et le 
pouvoir toxinogène de cette espèce. Cet outil permet dès à présent une estimation rapide de la 
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vitesse de croissance de ce champignon en réponse à une combinaison définie de température, d’aW 
et de pH. Ce modèle a été soumis à deux procédures de validation, une première validation 
mathématique, vérifiant que les écarts entre les valeurs théoriques prévues par le modèle et les 
données obtenues dans les conditions qui ont servi à le construire ne sont pas excessifs. Une 
deuxième validation expérimentale vérifiant que le modèle est applicable en conditions naturelles a 
été effectuée sur des pommes de différentes variétés. A l’issue de cette analyse, les écarts entre les 
valeurs théoriques prévues par le modèle construit et les valeurs de vitesses réellement obtenues 
sur les pommes contaminées artificiellement n’étaient pas excessifs. 
 Bien que ce modèle s’intéresse uniquement au développement de P. expansum, ce travail a 
été complémenté par une caractérisation des conditions qui gouvernent la production de patuline 
par ce champignon. Aux termes de ce travail, il a été prouvé que la gamme de conditions 
nécessaires à la production de cette mycotoxine est plus étroite que celle permettant la 
prolifération du champignon.  
 
Actuellement, la mycologie prévisionnelle qui ouvre de nombreuses perspectives 
d’utilisation a tendance à s’étendre dans le domaine de la maitrise des dangers microbiens dans la 
chaine alimentaire. Il est à noter que cet outil a aujourd’hui été utilisé et évalué dans un contexte 
industriel. La multinationale ‘’Unilever’’ est un des exemples d’industries ayant relever le défi de 
combler le gap entre le développement scientifique et la mise en pratique dans l'industrie en 
mettant au point des modèles de microbiologie prévisionnelle adaptés à leurs besoins et aux 
produits qu’ils fabriquent et commercialisent (Membré and Lambert 2008). 
De nombreux modèles  mathématiques destinés à prédire la croissance fongique ont été 
publiés et ce nombre est en constante augmentation. Le Tableau 3 regroupe les principaux modèles 
mathématiques appliqués à ce jour et validés pour leur utilisation en conditions naturelles sur des 
denrées alimentaires. 
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Tableau 3 : Exemples de modèles mathématiques développés pour prédire la croissance fongique  
Espèce fongique Facteurs  
environnementaux  
Matrices alimentaires  références 
A. ochraceus 
 
Température, aW Grains d’orge (Pardo et al. 2004) 
Eurotium chevalieri, 
A. fumigatus,  
P. brevicompactum 
 
aW, pH Confiture de lait (Char et al. 2005) 
P. verrucosum Température, aW, 
composition gazeuse 
 
Grains de blé (Cairns-Fuller et al. 2005) 
 
A. flavus 
A. parasiticus 
Température, aW Maïs (Samapundo et al. 2007b) 
 
    
P. expansum Température Pomme (Baert et al. 2007b) 
 
Le séquençage du cluster de la patuline chez P. expansum était un atout majeur pour le 
développement d’un outil de diagnostic moléculaire. Un système de PCR en temps réel a été mis au 
point en fin de cette thèse, pour la détection et la quantification directe de l’espèce P. expansum 
dans les pommes. Un protocole d’extraction directe de l’ADN fongique à partir du fruit a été 
développé. Ceci apporte des avantages, surtout en termes de gain de temps, par rapport aux travaux 
antérieurs, dans lesquels l’extraction d’ADN fongique à partir de pommes est précédée d’un 
isolement et d’une mise en culture sur milieu PDA (Alwakeel 2013). Dans notre travail, la détection 
de l’espèce P. expansum est assurée grâce à un couple d’amorces spécifiques dessinées à partir de la 
séquence d’un gène du cluster de la patuline chez cette espèce. Le choix du gène cible est toujours 
l'élément crucial assurant la garantie de la spécificité de la détection. La logique a été de choisir un 
gène codant pour une enzyme hautement spécifique à la voie de biosynthèse de la patuline et non-
impliquée dans d’autres voies du métabolisme secondaire. L’analyse Blast des séquences 
nucléiques de tous les gènes du cluster de la patuline a orienté notre choix vers les gènes patA, patE 
et patF qui s’apparentent avec un nombre limité de séquences d’origine fongique, déposées dans 
la base de données GenBank (Figure 3). Pour le gène patA qui code pour un transporteur potentiel 
d’acétate, les résultats de nos travaux suggère qu’il serait impliqué dans d’autres voies du 
métabolisme secondaire, utilisant l’acétate comme unité de départ. En effet, une sur-expression de 
ce gène a été observée sous conditions restrictives à la production de patuline, associée à une 
répression des autres gènes du cluster, ce qui sous-entend qu’il serait impliqué dans d’autres voies 
de biosynthèse (Tannous et al. 2014). Par conséquent, le gène patA ne s’avère pas être le meilleur 
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candidat pour développer un outil moléculaire de détection spécifique d’un producteur de patuline. 
Concernant les gènes patE et patF, leur séquences nucléiques s’apparentent avec trois séquences 
uniquement appartenant à des champignons, alors que les autres apparentées sont d’origine 
bactériennes. A cet égard, aucune priorité n’est donnée à l’un ou l’autre de ces gènes. Le séquençage 
du génome de P. roqueforti par Cheeseman et al. (2014) a favorisé notre choix pour le gène patF. Ce 
dernier étant absent chez cette espèce non productrice de patuline, est retrouvé chez les deux 
espèces productrices, appartenant à la même série Roqueforti que sont P. carneum et P. paneum 
(Tannous et al. non publié). Le gène patE est par contre présent chez P. roqueforti, mais la protéine 
résultante est partiellement tronquée. 
 
En contrepartie, le gène patN (idh) qui a fait l'objet de plusieurs études de diagnostic 
moléculaire depuis une dizaine d’années et jusqu’à présent (Paterson et al. 2000; Paterson et al. 
2003; Dombrink-Kurtzman and McGovern 2007; Luque et al. 2011), est le gène qui s'apparente 
avec le plus grand nombre de séquences dans la base de données Genbank (Figure 3). Il est a noté 
que le système PCR mis en place par Paterson et al. (2000) pour détecter les producteurs de 
patuline appartenant aux genres Penicillium n’était pas spécifique aux espèces productrices. Dans 
leur étude, tous les isolats de P. expansum ont révélé une capacité de production de patuline en 
présence de ce gène. Cependant, certains isolats de P. brevicompactum possédant le gène idh ont 
montré une incapacité à produire patuline. Cette dernière espèce, qui a été retrouvée comme ‘’faux 
positif ’’ dans l'étude de Paterson et al. (2000) n'a pas donné d’amplification avec les amorces 
spécifiques choisies dans notre étude (Pexp_patF_F/Pexp_patF_R). L’analyse BLAST, ainsi que les 
résultats obtenus dans les études antérieures reflètent désormais que le gène patN n’est pas le 
choix idéal pour l’élaboration d’outils de diagnostic rapides et performants des espèces 
productrices de patuline. 
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0
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patA patB patC patD patE patF patG patH patI patJ patK patL patM patN patO
Producteurs de patuline Non-producteurs de patuline
Gène Producteurs de 
patuline
Non-producteurs de 
patuline
patA P.griseofulvum (81 %)*
A. clavatus (67 %)
P.roqueforti (80 %)
patB P.griseofulvum (82 %)
A. clavatus (69 %)
P.digitatum (80 %)
P. chrysogenum (60 %)
A. oryzae (60 %)
A. flavus (60 %)
patC P.griseofulvum (86 %)
A. clavatus (76 %)
T. stipitatus (76 %)
P. camemberti (88 %)
P. roqueforti (85 %)
P. digitatum (84 %)
P. chrysogenum (77 %)
B. spectabilis (69 %)
patD A. clavatus (70 %) P.camemberti (8 4%)
P. roqueforti (79 %)
P. digitatum (78 %)
P. marneffei (70 %)
A. paxilli (69 %)
patE A. clavatus (73 %) A. niger (63 %)
P. marneffei (57 %)
patF A. clavatus (74 %) P. digitatum (85 %)
P. chrysogenum (72 %)
patG A. clavatus (72 %) P. camemberti (87 %)
P. roqueforti (83 %)
P. chrysogenum (83 %)
P. digitatum (84 %)
A. oryzae (61 %)
patH A. clavatus (75 %) P. roqueforti (87 %)
P. camemberti (86 %)
P. chrysogenum (86 %)
P. digitatum (82 %)
Gène Producteurs de 
patuline
Non-producteurs de 
patuline
patI A. clavatus (77 %)
P. griseofulvum (81 %)
P. camemberti (83 %)
P. roqueforti (85 %)
P. digitatum (83 %)
P. chrysogenum (83 %)
patJ A. clavatus (80 %) P. roqueforti (86 %)
P. chrysogenum (84 %)
P. digitatum (83 %)
A. terreus (65 %)
A. flavus (64 %)
patK P. griseofulvum (81 %)
A. clavatus (77 %)
B. nivea (69 %)
P. roqueforti (88 %)
P. chrysogenum (87 %)
A. terreus (70 %)
patL A. clavatus (71 %)
P. griseofulvum (84 %)
P. camemberti (90 %)
P. digitatum (89 %)
P. roqueforti (88 %)
P. chrysogenum (84 %)
patM A. clavatus (62 %)
P. griseofulvum (85 %)
P. camemberti (87 %)
P. roqueforti (84 %)
P. chrysogenum (72 %)
patN P. gladioli (88 %)
P. sclerotigenum (88 %)
P. carneum (87 %)
P.concentricum (87 %)
P. clavigerum (87 %)
P. dipodomyicola (86 %)
P. paneum (86 %)
P. coprobium (86 %)
P. griseofulvum (85 %)
P. glandicola (85 %)
B. nivea (78 %)
A. clavatus (75 %)
P. camemberti (88 %)
P. roqueforti (88 %)
P. marneffei (76 %)
T. stipitatus (73 %)
patO P. griseofulvum (80 %)
A. clavatus (67 %)
P. roqueforti (81 %)
P. digitatum (80 %)
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Figure 3 : Résultats de l’analyse BLAST des séquences des gènes du cluster de la patuline chez P. expansum. 
* Entre parenthèses sont représentés les pourcentages d’identité entre les séquences nucléotidiques 
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Les méthodes conventionnellement utilisées pour la discrimination des champignons 
filamenteux qui contaminent les produits alimentaires reposent sur l’étude morphologique 
macroscopique et microscopique des colonies. La réussite de l’identification morphologique 
requiert une maturation suffisante de la culture pour que les colonies montrent un aspect typique 
et les fructifications apparaissent. Ce travail nécessite également une expertise en mycologie forgée 
par de longues années de pratique et pourra être en conséquence sujette à des jugements subjectifs 
(Wu et al. 2003). De ce fait, l’identification des champignons filamenteux fondée uniquement sur 
l’étude morphologique reste une étape délicate, longue et laborieuse. L’analyse du profil 
métabolique est une autre méthode utilisée auparavant dans l’identification des champignons 
toxinogènes. Cette approche a été utilisée avec succès pour la différenciation des espèces de 
Penicillium (Frisvad and Filtenborg 1983). Cependant, son application est également compliquée et 
coûteuse, sachant qu’elle nécessite une extraction, une purification et une concentration des 
métabolites secondaires avant leur détection. Une autre méthode de diagnostic basée sur la 
détection des métabolites volatiles dérivés des métabolismes primaire et secondaire des 
champignons a été rapportée dans la littérature. Larsen et Frisvad (1995) avaient analysé les 
composés volatils produits par 132 isolats appartenant à 25 espèces de Penicillium. Les résultats de 
cette analyse étaient en accord avec ceux de l’identification classique. Le 2-méthyl-1-propanol, le 3-
méthyl-butanol, le 1-octène-3-ol, l'acétate d'éthyle, le 3-méthylfuranne, le 2-méthylisobornéol et la 
géosmine ont été répertoriés parmi les composés volatils les plus communs, qui présentent un 
indice de détérioration fongique dans les aliments (Schnürer et al. 1999). Cependant, il convient de 
dire que différentes espèces de champignons produisent des métabolites volatils similaires. Ceci 
rend l'analyse des composés volatils comme marqueur spécifique des champignons moins 
appropriée en termes de diagnostic.  
 
Ces approches longues et fastidieuses, souvent imprécises, sont incompatibles avec les 
exigences actuelles des industries agro-alimentaires. Actuellement, les méthodes de biologie 
moléculaire ont de plus en plus d’applications dans le diagnostic des contaminations alimentaires 
d’origine fongique et le développement d’approches préventives. En s’affranchissant de la mise en 
culture, ces méthodes moléculaires réduisent énormément le temps des analyses et assurent une 
grande spécificité. Elles permettent de caractériser les micro-organismes d’un échantillon, qu’ils 
soient cultivables ou non, dans leur environnement naturel. Plusieurs protocoles de 
PCR conventionnels et en temps réel ont été mis au point pour l’identification des pathogènes 
fongiques dans diverses matrices alimentaires (Shapira et al. 1996; Konietzny and Greiner 2003; 
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Manonmani et al. 2005; Selma et al. 2008; Noorbakhsh et al. 2009; Luque et al. 2011; Spadaro et al. 
2011). 
Ces outils de diagnostic moléculaires sont aujourd’hui utilisés dans le secteur agroalimentaire ainsi 
que dans d’autres secteurs industriels. A titre d’exemple, la méthode de PCR décrite dans le papier 
de De Souza Liberal et al. (2005) trouvera son application dans les industries de fermentation du 
bioéthanol pour l’identification précoce des levures indésirables (non- Saccharomyces cerevisiaie) 
qui peuvent engendrer des pertes économiques dans le processus. Le développement de cet outil 
moléculaire a réduit le temps de détection de 5 jours à 8 heures avec une quantification possible 
des contaminants. Un autre protocole de PCR multiplexe a été développé pour la détection sélective 
de certaines espèces d’Aspergillus en milieu aérien, dans différentes zones d’une boulangerie 
roumaine (Cornea et al. 2011). 
 
 
Conclusion générale et Perspectives  
 
Les pommes figurent parmi les fruits le plus consommés et exportés à l’échelle mondiale. En 
outre, ce fruit entre dans la composition de plusieurs denrées destinées à l'alimentation 
des nourrissons et des enfants de bas âges. Depuis plusieurs années, les cultivateurs de pommes 
sont confrontés à un ravageur, Penicillium expansum, qui provoque de graves dommages aux 
pommes et engendre des pertes de récoltes drastiques. Outre les dégâts esthétiques caractérisés 
par des tâches de pourriture brunes qui se développent sur la surface du fruit envahi, les pommes 
contaminées par ce champignon deviennent une source de mycotoxines dont la patuline est 
l’exemple le plus sérieux. Cette molécule initialement découverte lors de campagnes de criblage de 
nouveaux métabolites fongiques actifs est aujourd’hui à l'origine d'une toxicité élevée largement 
documentée. C'est pour ces raisons que la maitrise du risque patuline est devenue une 
nécessité absolue. 
 
Dans le cadre de cette thèse, nous avons abordé la problématique liée à la contamination 
des pommes par la patuline à la fois d’un point de vue fondamental mais aussi en développant une 
recherche appliquée dont l’objectif est d’aboutir à proposer des mesures concrètes pour lutter 
contre ce contaminant. Les résultats obtenus à l’issue de ce travail de thèse soulèvent de nouvelles 
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questions et suggèrent ainsi certaines orientations futures de la recherche tant sur le plan 
fondamental que pratique : 
 
Sur le plan fondamental : 
(1) D’autres facteurs physico-chimiques notamment la composition atmosphérique et la nature 
du substrat (richesse en hydrates de carbone (sucre), en composés phénoliques…) pourront 
avoir une influence significative sur la croissance de P. expansum et sa capacité à produire la 
patuline. Ces facteurs méritent d’être modélisés à l’instar de ce qui a été réalisé pour la 
température, l’aW et le pH. 
 
(2) Dans l’intention de mieux appréhender l’évolution du cluster de la patuline au sein 
des espèces fongiques, il serait judicieux de dévoiler les séquences ainsi que les positions et 
les orientations des gènes du cluster chez d’autres espèces productrices tel que Penicillium 
griseofulvum et Byssochlamys nivea. 
 
(3) Sur les quinze gènes du cluster de la patuline, le rôle de huit gènes demeure inconnu à ce 
jour. Il sera particulièrement intéressant de caractériser les fonctions de ces gènes en vue 
d’élucider l'ensemble de cette voie de biosynthèse. 
 
(4) Afin de mieux comprendre les mécanismes de régulation qui ajustent la synthèse de la 
patuline chez P. expansum, il serait intéressant de générer des mutants déficients pour les 
différents facteurs de transcription ayant des sites de fixation sur les régions promotrices et 
codantes des gènes du cluster. 
 
Sur le plan pratique : 
(1) L’outil de diagnostic rapide basé sur la PCR en temps réel qui a été développé au cours de 
cette étude est très pratique pour un usage en laboratoire. Il serait judicieux de concevoir 
un kit de diagnostic, basé sur le même principe mais qui sera plus facile et adapté à l’usage 
indutriel. 
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(2) Se servir de l’outil de diagnostic développé en vue de réaliser une enquête, la plus 
exhaustive possible, sur la fréquence et les niveaux de présence de la patuline dans les 
pommes libanaises et les produits à base de pommes commercialisés sur le marché libanais. 
 
(3) Les pommes qui ont servi dans les différents travaux de cette thèse, sont des pommes en fin 
de période de conservation et ayant forcément subi différents traitements avant la 
cueillette. Il serait intéressant d’évaluer l’impact de la conservation en chambres froides et 
des traitements que subissent les pommes sur la résistance de ces fruits à l’invasion du 
champignon. Il sera question de comparer pour une même variété, la croissance de P. 
expansum et les teneurs de patuline produites sur des pommes conservées pendant des 
mois en chambres froides à d’autres fraîchement cueillies. De même, il serait judicieux 
d’évaluer ces différences entre des pommes issues de l'agriculture conventionnelle 
et d’autres issues de l'agriculture biologique. 
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Patulin, a mycotoxin of Penicillium expansum, the main apples postharvest pathogen: 
New data on its biosynthesis and development of preventive approaches 
 
Supervised by: Dr. Isabelle OSWALD and Pr. Roger LTEIF 
 
Among diseases affecting apples, blue mold caused by Penicillium expansum is a major concern causing yield 
and quality losses due to the production of mycotoxins, of which patulin is the most alarming one. This 
mycotoxin was proven to be harmful for humans and animals. The pathogen growth and the patulin 
production occur under specific physico-chemical conditions (temperature, pH…). However, the description 
of these conditions in literature remains largely insufficient for the development of strategies to fight the 
development of the fungus. Furthermore, patulin remains, along with ochratoxin A, the only toxins for which 
the biosynthetic pathway is not fully established yet at both chemical and molecular levels. Firstly, this study 
provides supplementary data on the physico-chemical factors that modulate P. expansum growth and its 
ability to produce patulin. The acquaintance of these conditions leads, in practice, to the control of the patulin 
contamination along the food chain. Secondly, significant improvements were brought on the fundamental 
level, especially by elucidating the patulin biosynthetic pathway. The cluster of genes involved in the 
biosynthesis of this mycotoxin was fully identified and characterized in the species of greatest concern P. 
expansum. In order to reveal additional info on the biosynthesis of this mycotoxin, the specific factor of the 
pathway (patL) was characterized. The disruption of this gene has led to failure in patulin production and an 
important decrease in Pat genes expression. Furthermore, pathogenesis studies, using this same deficient 
strain showed that patulin potentially acts as a virulence factor during P. expansum development on apples. 
The last step of the patulin biosynthetic pathway was later characterized by site-directed mutagenesis of the 
patE gene in the same species. This gene encodes a Glucose Methanol Choline (GMC) oxidoreductase that is 
responsible for the conversion of ascladiol to patulin. Ascladiol is not only the last intermediate in the patulin 
pathway but also the main product of patulin degradation during the alcoholic fermentation of apple juice. 
The non-toxicity of ascladiol accumulated by the ∆patE strain was proved against the human Caco-2 cell line. 
Finally a Real time PCR assay was developed to specifically detect and quantify P. expansum. This was done by 
targeting a highly specific gene from the patulin gene cluster in P. expansum, patF. This predictive approach 
allowed the quick estimation of the patulin content via the quantification of the P. expansum DNA in apples. 
To conclude, this thesis is part of the patulin’s risk management study in the fruit sector; it provides 
significant improvements on both fundamental and practical levels. These advances are mainly characterized 
by the sequencing of the patulin gene cluster, the development of a molecular diagnostic tool and the 
demonstration of the non-cytotoxicity of ascladiol. 
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Patuline, mycotoxine de Penicillium expansum, principal pathogène post-récolte des pommes: 
 Nouvelles données sur sa biosynthèse et développement d'approches préventives 
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La pourriture bleue causée par Penicillium expansum est l’une des maladies les plus dommageables des fruits 
pomaceae (pommes et poires). Outre des dégâts directs, cette maladie pose un problème de santé publique 
car l’agent pathogène produit des mycotoxines nocives pour l’homme et les animaux dont la plus sérieuse est 
la patuline. La croissance du champignon pathogène et la production de patuline requièrent des conditions 
physico-chimiques particulières. Les informations existantes à ce propos demeurent cependant modestes et 
insuffisantes pour envisager de développer des moyens de lutte contre l’apparition du champignon. Par 
ailleurs, la patuline reste avec l'ochratoxine A, les seules toxines dont la voie de biosynthèse n’a pas encore 
été complètement établie, tant sur le plan chimique que moléculaire. Cette étude apporte dans un premier 
temps des données complémentaires sur les facteurs physico-chimiques (température, pH….) qui 
conditionnent la croissance de P. expansum de même que sa capacité à produire la patuline. La connaissance 
de ces besoins et de ces conditions conduit en pratique à lutter et contrôler la contamination par la patuline 
tout le long de la chaine alimentaire. Dans un deuxième temps, cette thèse apporte des améliorations 
spectaculaires sur le plan fondamental, en termes d’élucidation de la voie de biosynthèse de la patuline. Le 
cluster des gènes impliqués dans la biosynthèse de cette mycotoxine chez l’espèce la plus préoccupante P. 
expansum a été entièrement identifié et caractérisé. Pour lever encore plus le voile sur la biosynthèse de cette 
mycotoxine, la caractérisation du facteur de régulation spécifique de cette voie (patL) a été également établie. 
Une perturbation de ce gène a provoqué une incapacité de production de patuline et une sévère diminution 
de l’expression des gènes Pat. De même, grâce à ce mutant déficient, il a été montré que la patuline pourrait 
agir comme facteur de virulence lors du développement de la moisissure dans les pommes. La caractérisation 
de la dernière étape de la voie de biosynthèse de la patuline a ensuite été entreprise par mutagenèse dirigée 
du gène patE du cluster de la patuline, chez la même espèce. Ce dernier code pour une Glucose méthanol 
Choline (GMC) oxydoréductase responsable de la conversion de l’ascladiol en patuline. L’ascladiol est 
également une molécule clé de la dégradation de la patuline par diverses espèces bactériennes ou de levures 
et plus particulièrement lors de la fermentation alcoolique. La non-toxicité de l’ascladiol accumulé chez le 
mutant ∆patE a été démontrée sur une lignée cellulaire intestinale humaine (Caco-2), suggérant que la 
patuline perd sa toxicité avec l’ouverture du deuxième cycle. Finalement, un système de détection et de 
quantification de P. expansum par PCR en temps réel a été développé en ciblant un gène hautement spécifique 
de la voie de biosynthèse de la patuline, patF. Cette approche préventive nous a ainsi permis d’avoir une 
estimation rapide de la contamination en patuline dans les pommes à partir de la quantification d’ADN de P. 
expansum. En conclusion, l’ensemble de ces travaux qui s’inscrivent dans le cadre de la gestion du risque 
« patuline » dans la filière fruit a permis d’amener des réponses tant sur le plan fondamental que sur le plan 
appliqué avec le séquençage du cluster, le développement d’un outil de diagnostic et la démonstration que 
l’ascladiol ne présentait aucune cytotoxicité. 
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